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RESUMO — Objetivo: Analisar aimunoexpressao das proteinas PCNA e p53 em carcinoma de
céulas escamosas oral (CCEQ) vislumbrando verificar uma possivel correlagdo entre o escore de
malignidade e os dados clinicos dos pacientes. Métodos. Selecionou-se 14 casos de CCEO e
classificando-os de acordo com uma adaptagéo do sistema de gradacao histol 6gica de malignidade
proposto por Anneroth, Batsakis, L una, enquadrando-se 7 casos como baixo escore de malignidade
(Grupo ) e 7 casos como alto escore (Grupo I1). As informagdes dos pacientes foram coletadas
através de fichas clinicas e os dados tabulados. Realizou-se, entdo, o estudo imuno-histoquimico
utilizando anticorpos monoclonais anti-PCNA e anti-p53, obtendo-se o indice de positividade (IP)
em cada caso. Resultados: Identificou-se um IP médio ao PCNA de 56,0% no Grupo | e 83,8%
no Grupo Il. Comrelagdo ap53 0 1P médio no Grupo | eno Grupo || correspondeu, respectivamente,
a41,2% e 41,4%. A andlise estatisticademonstrou correlagéo significativaentre o indice de células
PCNA positivas e o escore de malignidade. Nenhuma outra correlagéo foi observada. Conclusdes:
O maior nimero de células PCNA positivas correlacionou-se com elevado escore de malignidade
em CCEOs, sugerindo maior atividade proliferativa nestas |esdes, entretanto, tal correlagdo ndo se
estabel eceu quando da andlise daimunoexpressdo da p53.

DESCRITORES — Carcinoma de células escamosas. PCNA. Genes p53. |munohistoquimica.
Neoplasias bucais.

Introducgéo

Dentre todas neoplasias malignas com sede no
complexo maxilofacial, o carcinoma de células
escamosasora (CCEO) édefato o demaior importancia
por representar cerca de 90 a 95% destas, aém de
estar associado, namaioriadasvezes, com atosindices
de morbidade e mortalidade2.

=

Aolongo dos tltimos anos, aavaliagdo do compor-
tamento biol6gico de diversas afecgbes e do fendtipo
maligno de vaérias neoplasiastém sido investigados por
uma grande gama de técnicas na &rea médica e odon-
toldgica, a saber: contagem de figuras de mitose,
avaliacéo das regides organizadoras nucleolares
(AgNORs), incorporagdo detimidinatritiada e autora-
diografia, 5-bromodeoxiuridina (Brdu), citometria de
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fluxo, além de novas técnicas em genética e biologia
molecular®®. Atualmente, os métodos imuno-histoqui-
micos sdo amplamente utilizados neste sentido, sendo
0 antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA),
Ki-67 e p53 0s mais estudados’®.

O PCNA representa uma proteina nuclear néo
histbnica, que atua como um co-fator da DNA poli-
merase delta, sendo observada sua presenca no ciclo
celular na fase G1 tardia, com um pico nafase S e
declinio duranteafase G2 e M. Geralmente, ademons-
tracdo daimunoexpressdo do PCNA permite verificar
averdadeirafracao proliferativa da entidade estudada’.

O gene p53 constitui um gene supressor de tumor
€0 produto génico de suaexpressao codificaumafosfo-
proteinadenominada, igualmente, dep53'. Considerado
como o “guardido do genoma’, dentre todo o espectro
de genes envolvidos na carcinogénese humana, o gene
p53 é um dos de maior importéncia e o conhecimento
de seus mecanismos de acdo representa uma etapa
fundamental paraacompreensdo dos aspectos biol 4gi-
cos da oncogénese'. A proteina p53 possui vérias for-
mas de a¢8o, como a parada do ciclo celular em G1
apos um dano a estrutura gendmica, inducédo da
apoptose em G2 e, ainda, ativagdo transcriciona de
vérios outros genesrelacionados ao ciclo celular. Vale-
se ressaltar que mutagdes no gene p53, resultando,
conseqlientemente, em um proteina mutada e inativa,
sd0 identificadas em cerca de 50 a 70% de todas as
neoplasias humanas. Outrossim, ainativagéo dafuncéo
fisiol6gica da p53 pode acontecer por outros mecanis-
mos, incluindo a conjugacdo com proteinas virais ou
interacdo com a oncoproteina mdm2134,

Natentativa de determinar a tendéncia comporta-
mental dos tumores, varios sistemas de gradacdo
baseados nos caracteres histol égicos sdo encontrados
naliteratura®>. Com este intuito, Anneroth et a. no ano
de 1987 recomendaram um sistema de gradacao
histol 6gicade malignidade do CCEO fundamentado em
2 parémetros. populacdo celular tumoral (grau de
ceratinizacéo, pleomorfismo nuclear e nimero de
mitoses) e resposta do hospedeiro (padrdo de invasao,
estagio de invasdo e infiltrado linfoplasmocitario)?e.
Desde entdo, diversos trabalhos foram realizados
analisando osdiferentes sistemas de gradacéo histoldgica
e seu valor prognosticot’,

Diantedo quefoi exposto, o presentetraba ho teve
como objetivo realizar um estudo imuno-histoquimico
das proteinas PCNA e p53 em CCE no intuito de veri-
ficar uma possivel correlacdo entre estes marcadores
bioldgicos e o sistema de gradacao histol dgica preco-
nizado por Anneroth et al ., modificado paraeste estu-
do, assim como as variaveis clinicas dos pacientes
afetados por esta afecgéo.

M étodos

Para a realizacdo do presente estudo, foram sele-
cionados 14 casos de CCEO diagnosticados e perten-
centesaos arquivos do Servico de Anatomia Patol 6gica
da Disciplina de Patologia Oral, Departamento de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. Foram coletadas as informagdes constantes nas
fichas de solicitagdo de exame histopatol 6gico referentes
aos casos selecionados sendo as variaveis clinicas
estudadas. sexo, idade, localizagdo anatbmica e cor da
pele conforme expressa a Tabela 1.

TABELA 1 — Dados clinicos referentes aos pacientes portadores de CCEO estudados.

Paciente Sexo Idade L ocalizagdo Anatdémica Cor da Pele
1 Masc. 65 Mucosajugal Leucoderma
2 Fem. 87 Labioinferior Leucoderma
3 Masc. 59 Lingua Leucoderma
4 Fem. 60 Paato L eucoderma
5 Masc. 51 Paato L eucoderma
6 Masc. 49 Labioinferior Leucoderma
7 Fem. 63 Lingua Leucoderma
8 Fem. 61 Paato Leucoderma
9 Fem. 73 Rebordo maxilar Leucoderma

10 Fem. 72 Assoal ho bucal Melanoderma
1n Masc. 69 Lingua Feoderma
12 Masc. 67 * L eucoderma
13 Fem. 54 Assoalho bucal Feoderma
14 Masc. 22 Rebordo maxilar Leucoderma

* N&o haviainformagao nafichaclinica
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Andlise morfoldgica

A amostraselecionadafoi submetidaaumaandise
morfol égica pelatécnica da hematoxilina e eosina, por
meio de microscopiadeluz, naqual osespécimesforam
classificados por 2 observadores previamente calibra-
dos de acordo com o sistema de gradacéo histol6gica
preconizado por Anneroth et al.’® que objetiva tanto a
andlise dapopulacdo celular tumoral, como daresposta
do hospedeiro, através dos seguintes parametros. grau
de ceratinizagdo, pleomorfismo nuclear, nimero de
mitoses, padrdo de invasdo, estagio de invasdo e
infiltrado linfoplasmocitario. Em virtude do material
selecionado para este estudo ser oriundo de bidpsias
incisionais, fez-se necessariaanao utilizagdo do critério
“estagio de invasdo”, a exemplo dos estudos de Pinto
Jr.%5, o queresultou em um sistema de gradagao baseado
em 5 pardmetros, para os quais estabeleceu-se um
escore que variava de 1 a 4 conforme recomendacéo
dosautores supracitados. Portanto, o resultado dasoma
total dos escores estabelecidos, foi dividido por 5 e
nao por 6, afim de se obter 0 escore médio final refe-
rente a cada caso. Os casos avaliados foram divididos
em 2 grupos com base no escore médio final: Grupo |,
baixo escore, sendo enquadrados neste grupo 0s casos
cujo valor médio foi até 2,5 e, Grupo |1, aqueles com
valores médios iguais ou maiores que 2,6, segundo
preconizam Anneroth et al.*8,

Estudo imuno-histoguimico

Foram obtidos cortes histol6gicos de 3 mm de
espessura a partir de amostras teciduais fixadas em
formol a10% e emblocadas em parafina. Os espécimes
foram processados através da técnica imuno-histo-
quimicapelo método da Estreptoavidina-Biotina, utili-
zando anticorpos monoclonais anti-PCNA na diluicéo
de 1:80 (clone PC-10) e anti-p53 na diluicdo de 1:50
(clone DO-7). Os cortes foram submetidos a recupera-

¢d0 antigénica através de tratamento por microondas
(700W), realizando-se 3 ciclos de 5 minutos cada em
acido citrico 10mM (pH 6.0). Apds a incubacdo com
os anti corpos primarios e secundari os, assim como com
0 complexo Estreptoavidina-Biotina, procedeu-se a
revelacdo dos cortes utilizando-se solucéo crombgena
de diaminobenzidina a 0,03% e contra-coloracéo com
hematoxilinade Mayer.

Ap6samarcacdo imuno-histoquimicafoi realizada
uma andlise quantitativa da expressdo das proteinas
PCNA e p53, na qua contou-se 0 numero de células
positivasem 1.000 sl ecionadas a eatoriamente em cada
caso estudado. O procedimento de contagem foi reali-
zado por meio de microscopio de luz, regulado parao
aumento de imersao, ao qual foi adaptado um reticulo
de Weibel NGW2 para estereologia a fim de se evitar
recontagem de células. Por fim foi obtido um indice de
positividade (IP) paracadaproteinainvestigadaatravés
daformula abaixo descrita:

IP = NuUmero de células positivas X 100
1.000 célul as aleatoriamente

Andlise estatistica

A andlise estatisticas dos dadosfoi realizada atra-
vésdostestes“t” de Sudent paraamostras dependentes
e independentes e uma andlise descritiva a fim de
verificar alguma relacdo entre a imunoexpressdo das
proteinas estudadas e o escore médio tumoral. Além
desta relacdo, testou-se, também, a correlacdo entre
estes resultados e os dados clinicos dos pacientes.

Resultados
Resultados morfol égicos

Os escores correspondentes aos casos analisados
encontram-se registrados na Tabela 2.

TABELA 2 — Escores emitidos para os casos de CCEO em relagdo aos critérios analisados.

Pleomorfismo
Nuclear

Caso  Ceratinizacao

Figuras
deMitose

Padrao
delnvasio

Infiltrado
Linfoplasmo-citério

Escore
Mé&dio

2
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3 2,0
2,0
2,0
18
2,0
18
2,0
2,6
2,6
2,6
2,8
32
3,0
3,0

APNNNNNONNMNNNWOWN
NNWRFRPFPWFRPREPNNEPENRPE

460 - ActaCirurgicaBrasileira-\ol 18 (5) 2003



Andlise da imunoexpressdo do PCNA e p53 em carcinoma de células escamosas oral.
Correlaggo com a gradagdo histol6gica de malignidade e caracteristicas clinicas

Resultados imuno-histoquimicos

Foram consideradas positivas, as células que
apresentavam reacdo restrita ao nlcleo, representada
por coloracdo de cor acastanhada e/ou amarelada,
independente daintensidade da col oragdo. Com relagéo

sitivos, com os | Psvariando de 17,0% a97,5% e média
total de 69,8% (Figuras 1 e 2). Ja com relacdo a p53,
dos 14 casos investigados, 11 foram imunorreativos
com IP variando de 27,0 a 81,7% e média total de

ao PCNA, todos os casos mostraram-se imunopo-  41,3% (Figura 3) (Tabela 3).
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FIGURA 1-CCEQ dedlto escorede malignidade. Elevado indice
deimunorreatividade ao PCNA (SABC-200x).

FIGURA 2 —CCEO de baixo escore de malignidade. Reduzido
nimero de células PCNA positivas (SABC-200x).
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FIGURA 3—Padréo deimunopositividade a p53 observado nos

dois grupos de CCEO (SABC-400x).
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TABELA 3 — Numero de células PCNA e p53 positivas expresso pelo IP em CCEQO de baixo e alto escore de
malignidade.

indice de positividade ao PCNA (%) indice de positividade a p53

Caso Baixo Escore Alto Escore Baixo Escore Alto Escore
(Grupol) (Grupo 11) (Grupol) (Grupo 11)
1 41,7 87,3 33,2 36,9
2 53,6 77,3 58,1 47,3
3 17,0 87,3 59,9 74,0
4 58,8 854 81,7 65,2
5 90,2 97,5 - 39,5
6 64,9 71,5 - _
7 65,5 80,6 55,7 27,3
Média 55,9 83,8 41,2 41,4
MédiaTotal 69,8 41,3

—N&o houveimunorresatividade
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Resultados estatisticos

A andlise estatisticademonstrou diferencasignifi-
cativa(p<0,05) entre o |Pmédio de células PCNA posi-
tivas do grupo de baixo escore (55,9%) e alto escore
(83,8%) de malignidade. N&o foi observada diferenca
estatistica entre o IP & p53.

No quedizrespeito aandlisedasvariaveisclinicas
estudadas (sexo, idade, localizagdo anatémicae cor da
pele) ndo se observou nenhuma correlagcdo entre estas
e a gradacdo histoldgica assim como com os |Ps ao
PCNA e p53.

Discussao

Muito setem pesguisado no sentido de umamelhor
compreensdo do comportamento hiolgico do CCEO,
com a finalidade da obten¢do de melhores resultados
terapéuti cos, aumentando, por conseguinte, asobrevida
e levando a um melhor prognostico dos pacientes
afetados. Diversas evidéncias apontam para o fato de
gue anormalidades nos genes queregulam aproliferacdo
emorte celular sdo freqlientes em carcinomas de células
escamosas da regido de cabeca e pescocgo e estudos
tém demonstrado que tanto estas alteragdes genéticas
e a taxa de proliferacdo celular tumoral podem estar
associadas de maneira significativa com o prognéstico
€ com a resposta ao tratamento’®2,

Dentre os biomarcadores empregados para verifi-
car acinética celular de inimeras lesdes destaca-se 0
PCNA e sua imunoexpresséo € objeto de diversos
estudos®49102%25 Em conformidade com os dados cita-
dos previamente, pode-se observar neste experimento
uma diferenca significativa da imunorreatividade do
PCNA entre os grupos de baixo escore e alto escore de
malignidade, ou seja, uma correlacdo entre a gradacéo
histol 6gicade malignidade eo indicede célulaspositivas.
Em outras palavras, detectou-se que os tumores com
escores mais elevados, indicando menor grau de
diferenciacéo, apresentavam nimero de células PCNA
positivas significativamente maior que aguel esde baixo
escore. Estarelacdo inversamente proporcional entre o
nimero de células PCNA reativase o grau dediferencia-
¢do tumoral também foi observada por outros auto-
res’*?, Robbins et a.? que constataram um aumento
do ndimero de células marcadas pelo PCNA em CCEO
menos diferenciados e com grande nimero de figuras
de mitose. Interessantemente, o caso que demonstrou
0 maior nimero de células PCNA positivas (90,2%)
no nosso estudo também apresentou maior escore no
paré@metro mitose, fato este que vem, pelo menos em
parte, ademonstrar avalidade do PCNA em detectar a
fracdo proliferativatumoral.

Em um estudo recente publicado por Tjalma et
al. %, foi avaliadaaimportanciade vériosfatores biol 6-
gicos, dentre estes 0 PCNA, em carcinoma cervicais.
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Foram selecionados 111 pacientes portadores de carci-
noma cervicais invasivos priméarios com idade média
de 52 anos de idades, com tempo de acompanhamento
entre 4 a227 meses (média 50 meses) e, por fim, sendo
as caracteristicas histopatol 6gi cas dos espécimes cole-
tadas de acordo com os critérios da Organizacdo Mun-
dial de Salde. Tais autores puderam identificar uma
forte associagdo da gradacdo tumoral, status dos linfo-
nodos e o indice de células PCNA positivas, inferindo
avalidade do PCNA como indicador progndstico.

Assim como os informes de Tjalma et a.?*, os
achados resultantes da andlise quantitativa das células
PCNA positivas no presente estudo, sugerem que 0s
casos de escores mais elevados apresentam maior
potencia proliferativo, o que contribui, consequiente-
mente, paraum comportamento pelo menos|ocalmente
mai's agressivo neste grupo de lesdes.

Com relagéo a imunoexpressdo da p53, 3 dos 14
casos analisados ndo se mostrou reativo, 0 que pode
ser justificado por diferentesfatores: ausénciadesintese
dap53; conjugacdo e degradacdo da p53 por associagao
avirus como, por exemplo, associagdo com a proteina
E6 do papilomavirus humano (HPV); e estabilizagdo e
inativacdo da p53 pelamdm2’101314 De acordo com 0s
relatos de Thomas®, a auséncia de positividade ndo
exclui a possibilidade de mutagdo genética e, por um
outrolado, conformeinfere Robbins?, aimunorreativi-
dade & p53 ndo necessariamente indica mutagdes no
gene p53.

A crucia importanciae funcionalidade dap53 na
regulacéo do ciclo celular estd cada vez mais estabele-
cida na literatura. Os avancos obtidos nas técnicas de
biologiamolecular e genéticatém possibilitado o estudo
cada vez mais detalhado do genoma humano,
especialmente quando o assunto em questéo € o gene
p53. Em condi¢des de normalidade, a vida-média da
p53 selvagem é de aproximadamente 6 a 20 minutos,
entretanto, este tempo pode aumentar para 6 horas ou
mais caso aproteinaestejamutada. Estesfatoresjustifi-
cam afracaou, até mesmo, ausénciadeimunoexpressio
desta proteina em tecidos normais ao passo em que
sua presenca, especialmente em altas concentracoes, é
um fato observado em lesBes pré-malignas e neoplasias
malignas, denotando envolvimento impar da p53 no
processo oncogenético, principalmente na sua fase
inicial 81423,

Os|Psmédiosobservadosentre osgruposde baixo
ealto escore de malignidade foram bastante semel hantes
nos 2 grupos em relagdo a p53, ndo havendo, portanto,
diferenca significativa entre estes. Resultados seme-
Ihantes sdo demonstrados por outros estudos, como o
de Gluckman et al. que ndo encontraram associacao
significativa entre a deteccdo imuno-histoquimica da
p53 e nivel de agressividade tumoral. Da mesma
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maneira, Yan et a.? realizaram um estudo em CCEO
no qual classificaram a sua amostra baseados em outro
sistema de gradacdo histolégica e, igualmente, néo
observaram correl acéo dareatividade ap53. Entretanto,
de acordo com a literatura consultada, Aradjo et al.*°
foram os Unicos autores capazes de verificar tal
correlacdo em CCEO.

Segundo osinformes de Bosari, Viale® anormali-
dades na proteina p53 ndo apresentam correl agdes com
variaveis clinico-patolégicas do CCEO na regido de
cabega e pescogo, inclusive com o estagio e gradacdo
tumoral. A andlise dos nossos resultados pelamarcacéo
dap53, também, aponta paraestaafirmacdo. Gonzales-
Moles et a.? investigaram a correlagdo entre o padréo
de expresséo da proteina p53 e a sobrevida em
pacientes com CCEO. Paratanto, taisautores, por meio
de técnicaimuno-histoquimicacom o anticorpo BP53-
12, analisaram 78 casos de CCEO dos quais cerca de
57% (n=45) expressaram imunopositividade, ndo sendo
encontrada, todavia, nenhuma correlagdo com o
prognostico dos pacientes. Se analisadas em conjunto
todas inferéncias acima, é coerente levantar a
possibilidade de que aexpressio aumentadada p53 segja
mai sindicativade progndstico em | esdes pré-malignas,
apontando aquelas com maior risco de transformacéo
malignae que esta estejamais envol vida nos processos
de carcinogénese inicia conforme cita a literatura, o
quejudtificariaaexpressdo ndo exuberante em neoplasias
estabel ecidas e, tambhém, aausénciade correlagdo com
0 prognéstico tumoral citado em alguns estudos!?21-32,

No que concerne as variaveis clinicas avaliadas
pelo presente estudo (sexo, idade, localizacdo dalesio
e cor da pele), ndo se identificou nenhuma correlacéo
com os IPs da p53 e PCNA nem tampouco com a
gradacéo histol 6gica. Analisando aexpressdo daciclina
D1 e dap53 em 56 casos de primarios de CCEO, Lam
et a.® ndo identificaram nenhuma relagéo entre a
expressao imuno-histoquimica destas proteinas com a
idade e sexo dos pacientes estudados o que corrobora
os achados do presente experimento.

Conclusao

O maior nimero de células PCNA positivas
observado em nosso estudo nos CCEO exibindo escores
mais elevados de malignidade s6 vem a reforcar a
expectativa de um comportamento mais agressivo neste
grupo de lesdes. Entretanto, ao nosso ver, a detecgcdo
dafragdo proliferativatumoral constitui apenasum dos
parametros ase considerar quando da analise morfol 6-
gicado CCEO, ndo se devendo deixar deter em mente
0s outros diversos mecanismos envolvidos nas bases
moleculares do processo de oncogénese e que podem
estar relacionados a sobrevida e ao progndstico.
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ABSTRACT —Pur pose: Anayzetherelationship between PCNA and p53 protein imunoexpression,
the histological grading of malignancy and the clinical features of oral squamous cell carcinoma
(OSCC). M ethods. Animmunohistochemical analysiswas carried out using the streptavidin-biotin
method in 14 cases of OSCC. All caseswere classified according to an adaptation of the histological
malignancy grading system proposed by Anneroth, Batsakis, Luna. Thus, 7 cases were classified
as low score (Group 1) and 7 cases as high score (Group 11) of malignancy. The clinical data
from the pati ents was obtained through their medical files and the immunohistochemical study was
performed using monoclonal antibodiesanti-PCNA and anti-p53. Finally, it was obtaineid thelabeling
index (LI) in each case. Results: The LI for PCNA at Group | was 56.0% and at Group |11 83.8%.
The expression of p53 was similar at the studied groups with a L1 of 41.2% and 41.3% at Group
I and |1, respectively. There was statistical correlation in PCNA values and score of malignancy.
No significant correlationin the overall clinical datawas verified. Conclusion: The high number of
PCNA positive cells correl ated with high score of malignancy indicates evident proliferative activity
in these lesions. However, this correlation was not reached in regard to p53 expression.

KEY WORDS — Oral sguamous cell carcinoma. PCNA. Genes, p53. Immunohistochemistry.
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